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Bio-sensor for amperometric measurements - comprises upper layer contg. 
apertures contg. electrodes and biological component attached to 2nd layer 
and conductor 
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Abstract of DE4013593 

Process for amperometric measurement uses 
thick layer biosensors (1) in which the 
uppermost layer (2) has apertures (3) each 
contg. partial electrode (4) on one side and the 
biological component (5) on the other. The 
upper layer is placed on the second layer (2) 
which is attached to the partial electrodes and 
to the conductor (7) to which the electrodes 
are attached. Both conductor and electrodes 
contain noble metals. USE/ADVANTAGE - 
Enables dehydrogenases to be used as the 
biological component, thus broadening the 
scope of amperometric measurements 
previously used with oxidases. There are 
several apertures so reference electrode and 
auxilliary electrode(s) can be built In thus 
combining ail the electrodes necessary on one 
substrate. Another aperture can be filled with 
electrode material (e.g. a carbon paste) 
modified with the biological component to form 
the working electrode. 
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@ Verfahren und Sensor fur amperometrische MeBprinzipien nnit Dickschlcht-Biosensoren 

@ Mit vorliegender Erfindung wird ein neuartiger Dick- ^ T 

schicht-Biosensor vorgestellt. der es gestattet. den Einsatz 
dieser Sensoren auf die Verwendung von wasserunldslichen. 
an Kohle adsorbierten Mediatoren und auf den Einsatz von 
Dehydrogenasen als biologischer Komponente erweitern. Es /-^^ ^ 

werden Beispiele zur Betmischung von Substanzen zur 
Kohlapaste angegeben. die in die Durchbruche 3 der 
obersten Schicht des Dickschicht- Biosensors 1 geprefit 
wird. 
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Beschreibung 

Die Erfmdung bezieht sich auf ein Verfahren und am- 
perometrische Dickschichl-Biosensoren, die den Einsatz 
dieser Tcchnik auf die Verwendung von wasserunldsli- 
Chen, an Kohle adsorbierten Mediatoren und auf den 
Einsatz von Dehydrogenasen als biologischer Kompo- 
nente erweitern. 

Die Erfindung geht von einem Sensorelement zur 
Messung von H2O3 oder O2 aus, das als Grundlage von 
Biosensoren mit Oxidasen ais biologischer iComponente 
angesehen werden kann. Derartige Sensorelemente 
sind in der US-PS 46 55 880 beschrieben. Sie zeichnen 
sich durch einen im wesentlichen zweidimensionalen 
Aufbau aus. bei dam auf ein Substrat Strukturen von 10 
bis 20 Dicke aufgedruckt werden, die nur aus den 
leitf&higen Fasten und einer Passiviening bestehen. Die 
biologische iComponente ist bei.derartigen Biosensoren 
durch ein Gel oder durch Quervernetzen auf der Ar- 
beitselektrode fixiert . 

Die Dickschicht-Technik beruht darauf, daB auf ei- 
nem Substrat (in der Kegel Keramik) im Siebdruckver- 
fahren Pasten aufgedruckt und eingebrannt werden. Auf 
diese Weise lassen sich Hybridschaltungen herstellen, 
da die Pasten bestimmte elektrische und elektronische 
Eigenschaften wie Leitf&higkeit und Kapazit&t besitzen. 
Wie diese Technik auch fOr die Herstellung von Biosen- 
soren eingesetzt werden kann, geht im einzelnen aus der 
allgemeinen Literatur Qber Dickschicht-Techniken her- 
vor. 

FQr die Fertigung von Biosensoren sind vor allem die 
elektrochemischen Sensoren von Interesse. Da es eine 
Vielzahl von Pasten unterschiedlichster Zusammenset- 
zung und Leitfslhigkeit gibt, lassen sich Strukturen druk- 
ken, die vom Prinzip her wie konventionelle Edelmeiall- 
elektroden (Gold, Platin, Palladium und Legierungen 
zwischen diesen Metallen) eingesetzt werden kdnnen, 
aber den Vorteil haben, daB sie sehr viel kleiner sind 
Diese Technik besitzt daher die Mdglichkett, alle f Or die 
Messung bendtigten Elektroden wie Arbeitselektrode, 
Hilfselekuode und eine Referenzelektrode,deren Ober- 
flache aus Silber besteht, auf einem Substrat aufzubrin- 
gen. 

Neben dieser herkdmmlichen Dickschicht-Technik ist 
in der Literatur auch ein Mehrschichtenverfahren be- 
schrieben, bei dem als Substrat ungebrannte, d. h. flexi- 
ble Keramik, sogenanntes "green- tape"- Material einge- 
setzt wird. Dieses Material kann mechanisch bearbeitet 
werden. d. h. gebohrt und gestanzt werden und besitzt 
auBerdem gute elektrische Isolationseigenschaften. Da- 
mit ist es zum Aufbau dreidimensionaler Strukturen bis 
zu 20 Leiterbahnen geeignet. 

Ferner sind in der DE-PS 37 25 597, im Gegensatz zur 
vorliegenden Erfindung, potentiometrische Sensoren 
zur Bestimmung von lonenaktivit^ten, bei denen dieses 
Substratmaterial zusammen mil den entsprechenden 
Pasten verwendet wird, beschrieben. Diese Sensoren 
bestehen aus mehreren Schichten der ungebrannten 
Keramik, wobei die oberste Schicht Locher von 
0,25 mm Durchmesser enthlilt, die die ionensensitiven 
Membranen aufnimmt Auf diese Weise kdnnen mehre- 
re lonen gleichzeitig bestimmt werden, wobei die An- 
zahl der zu bestimmenden lonen von der Zahl der Ld- 
cherabhangig ist 

Diesen herkommlichen Dickschicht- Biosensoren haf- 
tet allerdings der Nachtet! an, daB sie nicht in Zusam- 
menhang mit sogenannten Mediatoren angewendet 
werden kdnnen. da die Mediatoren nicht an Edelmetall- 
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elektroden adsorbiert werden kdnnen und damit leicht 
ausgewaschen werden. 

Bei den obenbeschriebenen Dickschicht- Biosensoren 
kdnnen auch nur solche Enzyme eingesetzt werden, bei 
denen H2O2 oder O2 entsteht bzw. verbraucht wird. 

Daher ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein 
Verfahren und einen Dickschicht-Biosensor berettzu- 
stellen, der in der Lage ist, den Einsatzbereich von Dick- 
schicht-Biosensoren zu erweitera 
10 Diese Aufgabe wird dadurch geldst, indem die ober- 
ste Schicht des Dickschicht- Biosensors mehrere Durch- 
brOche aufweist, in die einerseits jeweils eine Teilelek- 
trode und andererseits jeweils cine biologische ICompo- 
nente eingebracht werden und auf der zweiten Schicht 
is die Teilelektroden und damit verbundene Leiterbahnen 
in Dickschicht-Technik aufgebracht werden und Edel- 
metalle enthalten. 

Vorteilhafte Ausfuhrungsformen der Erfindung ist 
Gegenstand der Unteranspruche. 
20 Mit der vorliegenden Erfindung wurden ein Verfah- 
ren und Dickschicht-Sensoren entwickelt, die mit den 
erfindungsgemaBen Merkmalen der unabh^ngigen An- 
spriiche wesentliche Vorteile gegenuber den bekannien 
Bio-Sensorelementen aufweisen. Die Biosensoren wer- 
25 den in einer Mehrschicht-Technik mit der obenerw^hn- 
ten ungebrannten "grQnen* Keramik gefertigt Ahnlich 
wie die aus den genannten Druckschriften bekannien 
. Biosensoren fur potentiometrische MeBprinztpien ent- 
h&lt die oberste Schicht des erfindungsgemaBen Dick- 
30 schicht-Biosensors mehrere DurchbrOche, die zur Auf- 
nahme, im Gegensatz zu denen im Stand der Technik 
genannten Sensoren, des biologischen Materials dienen. 
AuBerdem kommt bei der vorliegenden Erfindung nicht 
das potentiometrische MeBprinzip, bei dem das elektri- 
35 sche Potential als Indikator fOr die Endpunkterkennung 
herangezogen wird, zur Anwendung, sondern das ampe- 
rometrische MeBprinzip. Mit dem amperometrischen 
MeBprinzip wird der StromfluB zwischen zwei Elektro- 
den, an denen eine konstante Spannung liegt, bei der der 
40 Polarisationsstrom fOr das in dem Medium befindliche 
Metall das Maximum erreicht hat, gemessen. Die ge- 
messene Stromstarke ist ein MaB fOr die Konzentration 
des geldsten Stoffes. Die Spannungen liegen im Bereich 
zwischen 10 mV und 1000 mV und die flieBenden Strd- 
45 me bewegen sich im Mikroamperc-Bereich. Die Ampe- 
rometrie ist im Prinzip ein elektrochemisches Indika- 
tionsverfahren zur Erkennung von Titrationspunkten. 
Die Amperometrie hat gegenOber anderen elektrischen 
Titrationsmethoden anwendungsspezifische Vorteile, 
so vor allem in der Genauigkeit, wo mit dieser Methode bis 
zu zwei GrdBenordnungen genauer gemessen werden 
kann als beispielweise mit der potentiometrischen Me- 
thode. Auch hat die Amperometrie im Falle der Bestim- 
mung verschiedcner lonen den Vorteil. daB hier keine 
55 spezifischen Elektroden verwendet werden miissen. Die 
meisten lonen und Molekein geben polarographische 
Wellen, so daB es nicht schwer ist, geeignete Reagenzien 
auszuwahlen, die eine amperometrische Indikation er- 
mdglichen. Die Aufnahme einer Strom- Konzentrations- 
60 kurve wie sie mit vorliegendem erfindungsgemaBen 
Dickschicht-Biosensor durchgefOhrt wurde, gibt Auf- 
schluB aber die Konzentration des auszumessenden 
Substrats. Ausgewerlet wird der Strom, der zur Ruck- 
Oxidation des entsprechenden Stoffes bendtigt wird. 
65 ErfindungsgemSQ kdnnen die Dickschichl-Biosenso- 
ren in ihrer obersten Keramikschicht mehrere Durch- 
bruche aufweisen, wovon mindestens einer zum Aufbau 
einer Referenzelektrode und mindestens ein weiterer 
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als Hilfselektrode verwendet werden kann, so daQ alle 
zur Durchfflhrung der amperometrischen MeQmethode 
zu bendtigenden Elektroden auf einem Substrat vereint 
sind. 

Darin liegt ein wesentlicher Vorteil gegenuber her- 5 
kdmmlichen Sensorelementen gleicher Gattung. 

Ein weiterer Vorteil der hier beschriebenen Sensoren 
gegenOber bisher bekannten Dickschicht-Biosensoren 
Hegt in der Existenz der Durchbrilche auf der Oberfla- 
che des Sensors. Diese DurchbrOche kdnnen mit einem 10 
weiteren Elcktrodenmaterial gefOllt werden. das der 
Aufnahme der biologischen Komponente der Biosenso- 
ren (z. B. Enzym) und/oder von Co-Faktoren (z. B. Niko- 
tinadenindinukIeotiden-NAD(P)) und/oder Mediato- 
ren (z. B. Dimethylferrocen. Tetrathiafulvalen) dient js 
Dadurch kann der Einsatz von Dickschicht-Biosensoren 
erheblich erweitert werden. da bislang nur solche Enzy- 
me eingesetzt werden konnten. bei denen H2O2 oder O2 
entstand bzw. verbraucht wurde. In der vorliegenden 
Erfmdung wurde zus&tzlich ein Elektrodenmaterial, z. B. 20 
Kohlepaste, eingesetzt, von der bekannt ist, dafi sie 
leicht zu modifizieren ist und die auch in der konventio- 
nellen Elektrochemie als Elektrodenmaterial eingesetzt 
wird. Sie ist ein Gemisch aus einem Ol (z. B. ParaffmOl) 
und Kohle- bzw. Graphitpulver. Diese Kohlepaste wird 25 
in die Vcrtiefungcn der Sensoren gepreBt, die als Ar- 
beitselektroden eingesetzt werden. Die Referenz- und 
Hilfselektrode bleibt unausgefuUt 

Die Modifikation der fCohlepaste wurde auf verschie- 
dene Arten durchgefuhrt: 30 

1. Vermischen der Kohlepaste mit Enzym und Co- 
Faktor. 

Auf diese Weise kdnnen auch Dehydrogenasen als 
biologische Komponente der Dickschicht-Biosensoren 
eingesetzt werden, da ihnen folgendes Reaktionsschema 35 

zugrunde liegt: 

Substrat + NAD(P) Produkt + NAD(P)H . 

Der Sensor mufl also standig mit dem Co-Faktor (hier 40 
NAD(P)) versorgt werden, wahrend die Konzentration 
des Substrates bestimmt wird. Ausgewertet wird der 
Strom, der zur ROck-Oxidation des NAD(P)H zum 
NAD(P) bendtigt wird Diese Reaktion findet bei den 
hier beschriebenen Sensoren bei einem Potential von 45 
+ 600 mV gegen Ag/AgCl statu 

2. Zus&tzliches Beimischen einer chemischen Verbin- 
dung. 

Bei +600 mV gegen Ag/AgCI werden eine Reihe von 
Storungen durch andere elektrochemische aktive Sub- 50 
stanzen beobachtet, deren Elektrodenreaktion sich der 
eigentlichen gewunschten Reaktion uberlagert Eine 
Moglichkeiu diesen Effekt zu minimieren, ist die Ver- 
, wendung chemischer Verbindungen, die das gebildete 
NADH chemisch oxidieren. selber dabei reduziert wer- 55 
den und bei erheblich niedrigeren Potentialen wieder 
re-oxidiert werden. Ein Beispiel fur eine solche Verbin- 
dung ist das im vorliegenden Fall eingesetzte 
NMP'*"TCNQ-(NMP = N-Methylphenazinium, 
TCNQ«Tetracyanochinodimeihan). In der Uteratur eo 
sind jedoch weitere Verbindungen beschrieben. Das Re- 
aktionsschema siehi dann so aus: 

Substrat + NAD(P) Produkt + NAD(P)H 

65 

NAD(P)H + Verbox NAD(P) + Verbrcd 
Elektrode:Verbred Verbox + Elektron. 
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Im Fall des NMP+TCNQ" kann das fOr die Elektro- 
denreaktion bendtigte Potential auf einen Wert zwi- 
schen - 100 mV und 4- 150 mV reduziert werden. Der 
dann flieQende Strom ist ein MaB fOr die zu bestimmen- 
de Substratkoitzentration. Bei der Verwendung der hier 
beschriebenen Dickschicht-Biosensoren k5nnen diese 
Mdglichkeiten ausgenutzt werden, indem die verwende- 
te chemische Verbindung mit der Kohlepaste vermischt 
wird. 

3. Verwendung von Mediatoren zusammen mit Oxi- 
dasen 

Ahnliche Probleme mit StSrsubstanzen wie oben bei 
den Dehydrogenasen beschrieben, treten auch bei den 
herkdmmlichen Dickschicht-Biosensoren auf, die Oxi- 
dasen als biologische Komponente verwenden, da auch 
hier haufig Potentiate um +600 mV zur H202'Messung 
angelegt werden. Aus der Literatur ist bekannt, daB bei 
einer Reihe von Oxidasen der Sauerstoff durch soge- 
nannte Mediatoren ersetzt werden kann. so daB sich 
folgendes Reaktionsschema ergtbt: 

Substrat Medox Produkt + Medred 

Elektrode: Medred Medox + Elektron . 

Das ftir die Elektrodenreaktion bendtigte Potential 
liegt fiir Mediatoren wie Dimethylferrocen (DMF) oder 
Tetrathiafulvalen (TTF) bei 220 mV gegen Ag/AgCL Bei 
herkdmmlichen Dickschicht-Biosensoren ist der Einsatz 
der Mediatoren problematisch, da sie an Edelmetall- 
elektroden nicht adsorbiert werden kdnnen und damit 
leicht ausgewaschen werden. An Kohlepaste lassen sie 
sich dagegen gut adsorbieren. Gem&B der vorliegenden 
Erfindung wurde die Kohlepaste auf drei verschiedene 
Arten mit Mediatoren und Enzymen modifiziert: 

a) durch Beimischung von Mediator und Oxidase 
(z. B.GIucoseoxidase) 

b) durch Beimischung des Mediators und nachtr^g- 
liches Immobilisieren des Enzyms mit einer der in 
der Literatur beschriebenen Methode 

c) durch Adsorption des Mediators durch Auftrop- 
fen einer mediatorhaltigen Ldsung, Verdampfen 
des Ldsungsmittels, Immobilisieren des Enzyms auf 
eine der in der Literatur beschriebene Methode. 

Die erfindungsgem^Ben Dickschicht-Biosensoren, bei 
denen modifizierte Kohlepaste in DurchbrOche von 
Dickschicht'Biosensorelementen gepreBt wurde, zeich- 
nen sich also durch folgende Eigenschaften aus: 

a) Mit Hilfe von "gruner" Keramik lassen sich Sen- 
soren produzieren. die auf dem amperometrischen 
MeBprinzip beruhen. 

b) Die Sensoren sind einsetzbar wie die bisher be- 
schriebenen mit konventioneller Dickschicht-Tech- 
nik gefertigten Biosensoren, d. h., Oxidasen kombi- 
niert mit Wasserstoff-Peroxyd. 

c) Ohne Probleme kdnnen Dehydrogenasen als bio- 
logische Komponenten eingesetzt werden 

d) Mediatoren kdnnen auf einfache Weise einge- 
setzt werden. 

e) Da die einzelnen DurchbrOche deutiich vonein- 
ander getrennt sind. kdnnen mehrere verschiedene 
Enzyme gleichzeitig auf einem Substrat in verschie- 
denen Durchbriichen untergebracht werden, so 
daB die gleichzeitige Bestimmung mehrerer Analy- 
te mdglich ist Dabei kdnnen auch unterschiedliche 



DE 40 13 

5 

Detektionsprinzipien miteinander kombtniert wcr- 
den, wie beispielsweisc Dehydrogenase, Oxidase 
mit und ohne Mediator. 

Anhand der Zeichnungen werden nun Beispiele der 5 
Erfindung und MeBergebnisse nfther erl^utert Es zei- 
gen 

Fig. 1 einen Ungsschnitt, der mit ungebrannter "grO- 
ner" Kcramik gefertigten Dickschicht-Biosensorcn; 

Fig. 2 die Draufsicht auf die verwendeten Dick- 10 
schicht-Biosensoren; 

Fig. 3 eine Strom-Konzentrationskurve mit Ethanol 
als Substrat und Alkohol-Dehydrogenase ais biologi- 
scherKomponente; 

Fig. 4 eine Strom-Konzentrationskurve mit Glucose 15 
ats Substrat; 

Fig. 5 eine Strom-Konzentrationskurve mit Glucose 
als Substrat 

Die Fig. 1 zeigt einen Ulngsschnitt einer AusfOh- 
rungsform durch einen erfindungsgemslDen Dick- 20 
schicht-Biosensor t. der in Mehrschichttechnik gefertigt 
wurde. Er besteht im Prinzip aus zwei Schichten 2, 6, die 
beide aus ungebrannter '*gruner^ ICeramik bestehea Auf 
der linken Seite der oberen Schicht 2 sind zwei Durch- 
briiche 3 von 0;25 mm Durchmesser und 03 mm Tiefe zu 25 
erkennen, die unten mit einer in Dickschichtiechnik ge- 
fertigten Teilelektrode 4 ausgeftillt sind und der obere 
verbleibende Teil des Durchbruchs 3 mit der zu modifi- 
zierenden Kohlepaste 5 ausgefUllt ist, so daB die RSnder 
bundig mit der Oberflache der obersten Keramikschicht 30 
abschlieflen. Auf die untere Schicht 6 sind ebenfalls in 
Dickschicht-Technik die Leiterbahnen 7, die mit den 
Teilelektroden 4 verbunden sind, aufgebracht Die Teil- 
eleklrodenfiachen sind entweder mit Platin- oder mit 
Gold-Dickschichtpaste gedruckt worden. Fur den Fall, 35 
daB eine Elektrode als Referenzelektrode verwendet 
werden soli, ist die Teilelektrodenfiache aus Silberpaste 
zu fertigen, was zu bedeuten hat, dafl die elektrisch lei- 
lehde Paste zusatzlich versilbert und anschlieflend chlo- 
riert werden muB. Auch jedes andere denkbare Materi- 40 
al. das als Referenzelektrode geeignet ist, kann hier ver- 
wendet werden. Die Leiterbahnen sind aus KostengrDn- 
den mit silberhaltiger Paste gedruckt; aber auch Platin- 
oder Goldpaste kann verwendet werden. Es ist flir die 
Erfindung auch nicht entscheidend, daB die Teiieiekiro- 45 
de 4 in den Durchbriichen 3 aus Goldpaste ist Die Funk- 
tionsweise des Dickschicht- Biosensors bleibt auch er- 
halten, wenn die Teilelektrode 4 aus unedleren Materia- 
lien durch andere Prozesse, z. B. galvanisches Abschei- 
den, nachtraglich mil Edelmetallen wie Gold oder Platin 50 
abgedeckt werden. 

Fig. 2 zeigt die Draufsicht auf den in Fig. 1 beschrie- 
benen Dickschicht- Biosensor. In diesem Fall besitzt der 
Dickschicht-Biosensor 4 Durchbruche 3, die sich alle auf 
der linken Seite des Sensors befinden. Wie bereits wei- 55 
ler oben erwahnt wurde, ist die Anzahl der DurchbHj- 
che 3 von der Zahl der zu messenden lonen abhSngig, 
d. h., je mehr lonen in einem Medium zu detektieren 
sind, um so mehr Durchbruche muB der Dickschicht- 
Biosensor aufweiscn. Die Zahl der Elektrodcn ist also 60 
dem spezifischen MeBproblem anzupassea 

Auch ist die Verteilung der DurchbrOche 3 oder die 
auBere Form des Dickschicht-Biosensors fur die Erfin- 
dung nicht von Bedeutung. Wesentlich ist u. a., dafi die 
Durchbruche 3 in der obersten Schicht 2 des Dick- 65 
schicht- Biosensors 1 angebracht sind. 

In Fig. 3 wird eine Strom-Konzentrationskurve ge- 
zeigt, die mit Dickschicht-Biosensoren gemaB der vor- 
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liegenden Erfindung aufgenommen wurde, wobei das 
Substrat Ethanol und die biologische Komponente Al- 
kohol-Dehydrogenase war. Auf der Abszisse ist die 
Konzentration in mM und auf der Ordinate der bei einer 
konstanten Spannung in mV-Bereich gemessene Strom 
in nA aufgetragen. 

Die Kohlcpaste war mit Alkohol-Dehydrogenase 
(Anteil ca. 5 Gew.-%) und dem Co-Faktor NAD (Anteil: 
ca. 10 Gew.-%) modifiziert wordea Bei anderen Experi- 
menten wurde die Enzym- und Co-Faktormenge vari- 
iert Der Co-Faktor im Bereich zwischen 1 bis 12 
Gew.-% und das im Enzym im Bereich von 2 bis 5 
Gew.-% Die Co-Faktormenge beeinfluBt die Empfind- 
lichkeit des Sensors, d. h, je mehr Co-Faktor desto grd- 
Ber die Strdme bei gleicher Substratkonzentratioa Die 
Enzymmenge beeinfluBt die Stabilit&t, d. h. je mehr En- 
zym desto linger ist der Zeitraum, Ober den der Sensor 
benutzt werden kann. 

Die Fig. 4 zeigt eine ahnliche Kurve wie die in Fig. 3, 
nur ist hier das Substrat Glucose und das Enzym GIuco- 
se-Dehydrogenase. Die Kohlepaste war mit Glucose- 
Dehydrogenase von ca. 5 Gew,-% als Enzym und NAD 
von ca. 10 Gew.-% als Co-Faktor modifiziert worden. 

In Fig. 5 wird eine Strom-Konzentrationskurve mit 
Glucose als Substrat gezeigt Auf der Abszisse ist die 
Glucose in mMol/1 aufgetragen und auf der Ordinate ist 
der gemessene Strom in (lA aufgetragen. Die Kohlepa- 
ste war mit TTF als Mediator und Glucose als Substrat 
und Glucoseoxidase immobilisiert Ober eine Schiffsche 
Base bei einem Potential von +220mV. Das Enzym 
Glucoseoxidase wurde kovalent an der Elektrode ge- 
bunden. 

Die MeBergebnisse der gezeigten Kurven zeigen die 
ausgezeichnete Arbeitsweise der erfindungsgemlBen 
Dickschicht-Biosensoren. die in Zusammenhang mit der 
amperometrischen MeBmethode eine befriedigende 
MeBgenauigkeit ergeben. 

PatentansprQche 

1. Verfahrer. fur amperometrische MeBprinzipien 
mit Dickschicht-Biosensoren (I), bei denen die 
oberste Schicht (2) Durchbriiche (3) aufreiflt. in die 
einerseits jeweils eine Teilelektrode (4) und ande- 
rerseits jeweils eine biologische Komponente (5) 
eingebracht wird und auf der zweiten Schicht (6) 
die Teilelektroden und die damit verbundenen Lei- 
terbahnen (7) in Dickschicht-Technik aufgebracht 
werden und Edelmetalle enthalten. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fUr die biologische Komponente (5) 
eine modifizierte Kohlepaste verwendet wird. 

3. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Kohlepaste ein 
Gemisch aus einem geeigneten Ol (z. B. Paraffindl) 
und Graphitpulver ist 

4. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die mit der Kohlepa- 
ste aufgefOllten DurchbrOche (3) als Arbeitselek- 
trode verwendet werden. 

5. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet. daB jeweils eine 
der Teilelektroden (4) als Referenz- und Hilfselek- 
trode verwendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 und 5, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die als Referenz- und Hilfselek- 
trode verwendeten DurchbrOche (3) nicht mit einer 
biologischen Komponente auf gefUllt werden. 
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Process for amperometric measurement uses 
thick layer biosensors (1) in which the 
uppermost layer (2) has apertures (3) each 
contg. partial electrode (4) on one side and the 
biological component (5) on the other. The 
upper layer is placed on the second layer (2) 
which is attached to the partial electrodes and 
to the" conductor (7) to which the electrodes 
are attached. Both conductor and electrodes 
contain noble metals. USE/ADVANTAGE - 
Enables dehydrogenases to be used as the 
biological component, thus broadening the 
scope of amperometric measurements 
previously used with oxidases. There are 
several apertures so reference electrode and 
auxilliary electrode(s} can be built in thus 
combining all the electrodes necessary on one 
substrate. Another aperture can be filled with 
electrode material (e.g. a carbon paste) 
modified with the biological component to form 
the working electrode. 
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@Verfahren und Sensor fur amperometrische Mef^prinzipien mit Dickschicht-Biosensoren 

@ Mit vorliegender Erfindung wird ein neuartiger Dick- 
schicht' Biosensor vorgestellt. der es gestattet. den Einsatz 
diesar Sensoren auf die Verwendung von wasserunloslichen. 
an Kohle adsorbierten Mediatoren und auf den Einsatz von 
Dehydrogenasen als btologischer Komponente erweitern. Es ^^>v^ ^ 

werden Beispiete zur Beinnischung von Substanzen zur 
Kohlapaste angegeben. die in die Durchbruche 3 der 
obersten Schicht des Oickschicht-Biosensors 1 gepre&t 
wird. 
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Beschreibung elektroden adsorbiert werden kdnnen und damit leicht 

ausgewaschen werden. 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und am- Bei den obenbeschriebenen Dickschicht-Biosensoren 
perometrische Dickschichi-Biosensoren, die den Einsatz kdnnen auch nur solche Enzyme eingesetzt werden, bei 
dieser Technik auf die Verwendung von wasserunldsli- 5 denen H2O2 oder O2 entsteht bzw. verbraucht wird 
Chen, an Kohle adsorbierten Mediatoren und auf den Daher ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein 
Einsatz von Dehydrogenasen als biologischer Kompo- Verfahren und einen Dickschicht-Bioscnsor bereitzu- 
nente erweitem. stellen, der in der Lage ist, den Einsatzberetch von Dick- 
Die Erfindung geht von einem Sensorelement zur schicht-Biosensoren zu erweitera 
Messung von H2O2 oder O2 aus, das als Grundlage von 10 Diese Aufgabe wird dadurch geldst, indem die ober- 
Biosensoren mit Oxidasen ais biologischer Komponente ste Schicht des Dickschicht- Biosensors mehrere Durch- 
angesehen werden kann. Derartige Sensorelemente brflche aufweist, in die einerseits jeweils eine Teilelek- 
sind in der US-PS 46 55 880 beschrieben. Sie zeichnen trode und andererseits jeweils eine biologische Kompo- 
sich durch einen im wesentUchen zweidimensionalen nente eingebracht werden und auf der zweiten Schicht 
Aufbau aus, bei dem auf ein Substrat Strukturen von 10 15 die Teiielektroden und damit verbundene Lciterbahnen 
bis 20 Jim Dicke aufgedruckt werden, die nur aus den in Dickschicht-Technik aufgebracht werden und Edel- 
leitfahigen Fasten und eincr Passivicrung bestehen. Die metalle cnthahen. 

biologische Komponente ist bei dcrartigen Biosensoren Vorteilhafte Ausfuhrungsformen der Erfindung ist 

durch ein Gel oder durch Quervemcuen auf der Ar- Gegenstandder UnteransprOche, 

bcitselektrodefixiert 20 Mit der vorliegenden Erfindung wurden ein Verfah- 

Die Dickschicht-Technik beruht darauf, da3 auf ei- rcn und Dickschicht-Sensoren entwickelt, die mit den 

ncra Substrat (in der Kegel Keramik) im Siebdruckver- erfindungsgemaBen Merkmalen der unabhangigen An- 

fahren Pasten aufgedruckt und eingebrannt werden. Auf spriiche wesentliche Vorteile gegenQber den bekannten 

diese Wcise lassen sich Hybrtdschaltungen herstellen, Bio-Sensorelementen aufweisen. Die Biosensoren wer- 

da die Pasten bestimmte elektrische und eiektronlsche 25 den in eincr Mchrschicht-Technik mit der obenerwahn- 

Eigenschaftcn wie Lcitfahigkeil und Kapazitat besitzen. ten ungebrannten "gr^^ncn" Kcramik gefertigt Ahnlich 

Wie diese Technik auch far die Herstellung von Blosen- wie die aus den genannten Druckschriften bekannten 

soren eingeseut werden kann, geht im einzelnen aus der Biosensoren fQr potentiometrische MeBprinzipien ent- 

allgcmeinen Litcratur aber Dickschicht-Techniken her- halt die oberstc Schicht des erfindungsgemaBen Dick- 

vor. 30 schicht-Biosensors mehrere DurchbrOche, die zur Auf- 

Fur die Fertigung von Biosensoren sind vor allem die nahme, im Gegensatz zu denen im Stand der Technik 

elektrochemischen Sensoren von Interesse. Da es eine genannten Sensoren, des biologischen Materials dienen. 

Vielzahl von Pasten unterschiedlichstcr Zusammenset- AuQerdem kommt bei der vorliegenden Erfindung nicht 

zung und Leitfahigkeit gibi, lassen sich Strukturen druk- das potentiometrische MeBprinzip, bei dem das elektri- 

ken. die vom Prinzip her wie konventionelle Edelmetall- 3$ sche Potential als Indikator fOr die Endpunkterkennung 

elektroden (Gold, Platin, Palladium und Legierungen herangezogen wird, zur Anwendung.sondern das ampe- 

zwischen diesen Metallen) eingesetzt werden kdnnen, rometrische fvfeBprinzip. Mit dem amperometrischen 

aber den Vorteil haben, daB sie sehr viel kleiner sind. MeBprinzip wird der StromfluB zwischen zwei Elektro- 

Diese Technik besitzt daher die Mdglichkeit, alle fOr die den, an denen eine konstante Spannung liegt, bei der der 

Messung benbtigten Elektroden wie Arbeitselektrode, 40 Polarisationsstrom fOr das in dem Medium befindlkrhe 

Hilfselektrode und eine Referenzelektrode,derenOber- Metall das Maximum erreicht hat, gemessen. Die ge- 

fiache aus Silber besteht, auf einem Substrat aufzubrin- messene Stromstarke ist ein MaB fUr die Konzentration 

gen. des geldsten Stoffes. Die Spannungen liegen im Bereich 

Neben dieser herkdmmlichen Dickschicht-Technik ist zwischen 10 mV und 1000 mV und die flieBenden Stra- 
in der Literatur auch ein Mehrschichtenverfahren be- 45 me bewegen sich im Mikroampcre-Bereich. Die Ampe- 
schrieben, bei dem als Substrat ungebrannte, d. h. flexi- rometrie ist im Prinzip ein elektrochemisches Indika- 
ble Keramik. sogenanntes "green-tapc'-Material einge- tionsverfahren zur Erkennung von Titrationspunkten. 
setzt wird. Dieses Material kann mechanisch bearbeitet Die Amperometrie hat gegenQber anderen elektrtschen 
werden. d. h. gebohrt und gestanzt werden und besitzt Titrationsmethoden anwendungsspczifischc Vorteile, 
auBerdem gate elektrische Isolationseigenschaften. Da- so vor allem in der Genauigkeit. wo mit dieser Methode bis 
mit ist es zum Aufbau dreidimensionaler Strukturen bis zu zwei GrdBenordnungen genauer gemessen werden 
zu 20 Leiterbahnen geeignet. kann als beispielweise mit der potentiometrischen Me- 

Ferner sind in der DE-PS 37 25 597, im Gegensatz zur thode. Auch hat die Amperometrie im Falle der Bestim- 

vorliegenden Erfindung, potentiometrische Sensoren mung verschiedener lonen den Vorteil, daB hier keine 

zur Bestimmung von Ion enakti vita ten, bei denen dieses ss spezifischen Elektroden verwendet werden mussen. Die 

Substratmaterial zusammen mit den entsprechenden meisten lonen und Molekeln geben polarographische 

Pasten verwendet wird, beschrieben. Diese Sensoren Wellen, so daB es nicht schwer ist, geeignete Reagenzicn 

bestehen aus mehreren Schichten der ungebrannten auszuwahlen, die eine amperometrische Indikation cr- 

Kcramik, wobei die oberste Schicht Ldcher von mdglichcn. Die Aufnahme einer Strom-Konzentrations- 

0,25 mm Durchmesser enthalt, die die ionensensitiven eo kurve wie sie mit vorliegendem erfindungsgemaBen 

Membranen aufnimmt Auf diese Weise kdnnen mehre- Dickschicht-Biosensor durchgefahrt wurde, gibt Auf- 

re lonen gleichzeitig bestimmt werden, wobei die An- schluB Uber die Konzentration des auszumessenden 

zahl der zu besiimmenden lonen von der Zahi der L5- Substrats. Ausgewertet wird der Strom, der zur Ruck- 

cher abhangig ist. Oxidation des entsprechenden Stoffes bendtigt wird 

Diesen herkdmmlichen Dickschicht- Biosensoren haf- 65 ErfmdungsgemaB kdnnen die Dickschicht-Biosenso- 

tet ailerdings der Nachteil an, daB sie nicht in Zusam- ren in ihrer obersten Keramikschicht mehrere Durch- 

menhang mit sogenannten Mediatoren angewendet bruche aufweisen, wovon mindestens einer zum Aufbau 

werden konnen, da die Mediatoren nicht an Edelmetall- einer Referenzelektrode und mindestens ein weiterer 
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als Hilfselektrode verwendet werden kann, so daB alie 
2ur Durchfflhrung der amperometrischen MeQmethode 
2u bendtigenden Elektroden auf einem Substrat vereint 
sind. 

Darin liegt ein wesentlicher Vorteil gegenQber her- 
kommlichen Sensorelementen gleicher Gaitung. 

Ein weiterer Vorteil der hier beschriebencn Sensoren 
gegenQber bisher bekannten Dickschicht-Biosensoren 
Hegt in der Existenz der Durchbriiche auf der Oberfla- 
chc dcs Sensors. Diese Durchbrflche kdnnen mit einem 
weiteren Elektrodenmaterial gcfOllt werden, das der 
Aufnahme der btologischen Komponente der Biosenso- 
ren (z. B. Enzym) und/oder von Co-Faktoren (z. B. Niko- 
tinadcnindinukleotiden-NAD(P)) und/oder Mediato- 
ren (z.B. Dimethylferrocen, Tetrathiafulvalen) dient 
Dadurch kann der Einsatz von Dickschicht-Biosensoren 
erheblich erwettert werden, da bislang nur solche Enzy- 
me eingeseizt werden konnten, bei denen H2O2 oder O2 
entstand bzw. verbraucht wurde. In der vorliegenden 
Erfindung wurde zus&tzlich ein Elektrodenmaterial, z. B. 
iCohlepaste. eingesetzt, von- der bekannt ist, daB sie 
leicht zu modifizieren ist und die auch in der konventio- 
nellen Elektrochemie als Elektrodenmaterial eingesetzt 
wird Sie ist ein Gemisch aus einem Ol (z. B. Paraffindl) 
und Kohle- bzw. Graphitpulver. Diese Kohlepaste wird 
in die Vertiefungen der Sensoren gepreBt, die als Ar- 
beitselektroden eingesetzt werden. Die Referenz- und 
Hilfselektrode bleibt unausgefQlit 

Die Modifikation der Kohlepaste wurde auf verschie- 
dene Arten durchgefuhrt: 30 

1. Vermischen der Kohlepaste mit Enzym und Co- 
Faktor. 

Auf diese Weise kdnnen auch Dehydrogenasen als 
biologische Komponente der Dickschicht-Biosensoren 
eingesetzt werden, da ihnen folgendes Reaktionsschema 35 

zugrunde liegt: 

Substrat + N AD(P) Produkt -1- NAD(P)H . 

Der Sensor muB also standig mit dem Co-Faktor (hier 40 
NAD(P)) versorgt werden, wahrend die Konzentration 
des Substrates bestimmt wird Ausgewertet wird der 
Strom, der zur RQck-Oxidation des NAD(P)H zum 
NAD(P) benotigt wird Diese Reaktion findet bei den 
hier beschriebencn Sensoren bei einem Potential von 45 
+ 600 mV gegen Ag/AgCl statu 

2. Zus^tzliches Beimischen einer chemischen Verbin- 
dung. 

Bei + 600 mV gegen Ag/AgCI werden eine Reihe von 
Stdrungen durch andere elektrochemische aktive Sub- 50 
stanzen beobachtet, deren Elektrodenreaktion sich der 
eigentlichen gewiinschten Reaktion uberlagert Eine 
Moglichkeit, diesen Effekt zu minimieren. ist die Ver- 
wendung chemischer Verbindungen, die das gebildete 
NADH chemisch oxidieren. selber dabei reduziert wer- 55 
den und bei erheblich niedrigeren Potentialen wieder 
re-oxidiert werden. Ein Beispiel fOr eine solche Verbin- 
dung ist das im vorliegenden Fall eingesetzte 
NMP'^TCNQ-(NMP«N-Methylphenazinium, 
TCNQs'Tetracyanochinodimethan). In der Literatur eo 
sind jedoch weitere Verbindungen beschrieben. Das Re- 
aktionsschema sieht dann so aus: 

Substrat + NAD(P) Produkt + NAD(P)H 

65 

NAD(P)H + Verbox NAD(P) -H Verbred 
Elektrode:Verbrcd Verbox + Elektron. 
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Im Fall des NMP+TCNQ" kann das fQr die Elektro- 
denreaktion ben6tigte Potential auf einen Wert zwi- 
schen -lOOmV und +l50mV reduziert werden. Der 
dann flieBende Strom ist ein MaO fQr die zu bestimmen- 
5 de Substratkortzentration. Bei der Verwendung der hier 
beschriebencn Dickschicht-Biosensoren kdnnen diese 
Mdglichkeiten ausgenutzt werden, indem die verwende- 
te chemische Verbindung mit der Kohlepaste vermischt 
wird 

!0 3. Verwendung von Mediatoren zusammen mit Oxi- 
dasen 

Ahnliche Probleme mit Storsubstanzen wie oben bei 
den Dehydrogenasen beschrieben, treten auch bei den 
herkdmmlichen Dickschicht-Biosensoren auf, die Oxi- 
15 dasen als biologische Komponente verwenden, da auch 
hier haufig Potentiale um +600 mV zur H202-Messung 
angelegt werden. Aus der Literatur ist bekannt, daB bei 
einer Reihe von Oxidasen der Sauerstoff durch soge- 
nannte Mediatoren ersetzt werden kann, so daB sich 
20 folgendes Reaktionsschema ergibt: 

Substrat + Medox Produkt -H Medred 

Elektrode: Medred Medox + Elektron . 

Das fur die Elektrodenreaktion bendtigte Potential 
liegt for Mediatoren wie Dimethylferrocen (DMF) oder 
Tetrathiafulvalen (TTF) bei 220 mV gegen Ag/AgCI. Bei 
herkdmmlichen Dickschicht-Biosensoren ist der Einsatz 
der Mediatoren problematisch. da sie an Edelmetall- 
elektroden nicht adsorbiert werden kdnnen und damit 
leicht ausgewaschen werden. An Kohlepaste lassen sie 
sich dagegen gut adsorbieren. GemSlB der vorliegenden 
Erfindung wurde die Kohlepaste auf drei verschiedene 
Arten mit Mediatoren und Enzymen modifiziert: 

a) durch Beimischung von Mediator und Oxidase 
(z. B.GIucoseoxidase) 

b) durch Beimischung des Mediators und nachtrSg- 
liches Immobilisieren des Enzyms mit einer der in 
der Literatur beschriebencn Methode 

c) durch Adsorption des Mediators durch Auftrop- 
fen einer mediatorhaltigen Ldsung. Verdampfen 
des Ldsungsmittels, Immobilisieren des Enzyms auf 
eine der in der Literatur beschriebene Methode. 

Die erfindungsgem^Ben Dickschicht-Biosensoren, bei 
denen modifizierte Kohlepaste in DurchbrQche von 
Dickschicht Biosensorelementen gepreBt wurde, zeich- 
nen sich also durch folgende Eigenschaften aus: 

a) Mit Hilfe von V"ner" Keramik lassen sich Sen- 
soren produzieren. die auf dem amperometrischen 
MeBprinzip beruhen. 

b) Die Sensoren sind einsetzbar wie die bisher be- 
schriebencn mit konventioneller Dickschicht-Tech- 
nik gefertigten Biosensoren. d. h., Oxidasen kombi- 
niert mit Wasserstoff-Peroxyd 

c) Ohne Probleme kdnnen Dehydrogenasen als bio- 
logische Komponenten eingesetzt werden 

d) Mediatoren kdnnen auf einfache Weise einge- 
setzt werden. 

e) Da die einzelnen DurchbrQche deutlich vonein- 
ander getrenni sind, kdnnen mehrere verschiedene 
Enzyme glcichzeitig auf einem Substrat in verschie- 
denen Durchbruchen untergebracht werden. so 
daB die gleichzeitige Bestimmung mehrerer Analy- 
te mdglich ist Dabei kdnnen auch unterschiedliche 
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Detektionsprinzipien mlteinander kombiniert wer- 
den. wie beispielsweise Dehydrogenase, Oxidase 
mit und ohne Mediator. 

Anhand der Zeichnungen werden nun Beispiele der 5 
ErHndung und Mefiergebnisse naher erl^utert Es zei- 
gen 

Rg. 1 einen Langsschnitt, der mit ungebranntcr "grfl- 
ner" Keramik gefertigten Dickschicht-Biosensoren; 

Fig. 2 die Draufsicht auf die verwendeten Dick- 10 
schicht-Biosensoren; 

Fig. 3 eine Strom-Konzentrationskurve mit Ethanol 
als Substrat und Alkohol-Dehydrogenase als biologi- 
scher iComponente; 

Fig. 4 eine Strom-Konzentrationskurve mit Glucose 15 
als Substrat; 

Hg. 5 eine Strom-Konzentrationskurve mit Glucose 
als Substrat 

Die Fig. 1 zeigt einen Langsschnitt einer AusfOh- 
rungsform durch einen erfmdungsgemaflen Dick- 20 
schicht-Biosensor 1. der in Mehrschichttechnik gefertigt 
wurde. Er besteht im Prinzip aus zwei Schichten 2. 6, die 
beide aus ungebrannter "grOner^ Keramik bestehea Auf 
der Hnken Seite der oberen Schicht 2 sind zwei Durch- 
bruche 3 von 0,25 mm Durchmesser und 03 mm Tiefe zu 25 
erkennen. die unten mit einer in Dickschichttechnik ge- 
fertigten Teilelektrode 4 ausgefOUt sind und der obere 
verbleibende Teil des Durchbruchs 3 mit der zu modifi- 
zierenden Kohlepaste 5 ausgefOllt ist, so daB die RIbider 
bundig mit der Oberfl^che der obersten Keramikschicht 30 
abschlieflen. Auf die untere Schicht 6 sind ebenfalls in 
Dickschicht-Technik die Leiterbahnen 7, die mit den 
Teilelektroden 4 verbunden sind, aufgebracht Die Teil- 
elektrodenfiachen sind entweder mit Ptatin- Oder mit 
Gold-Dickschichipaste gedruckt worden. FOr den Fall, 3s 
daB eine Elektrode als Referenzelektrode verwendet 
werden soil, ist die TeilelektrodenflSLche aus Silberpaste 
zu fertigen, was zu bedeuten hat, daB die elektrisch lei- 
tehde Paste zusatzlich versilbert und anschlieBend chlo- 
riert werden muQ. Auch jedes andere denkbare Materi- 40 
al, das als Referenzelektrode geeignet ist, kann hier ver- 
wendet werden. Die Leiterbahnen sind aus KostengrOn- 
den mit silberhaltiger Paste gedruckt: aber auch Platin- 
Oder Goldpaste kann verwendet werden. Es ist fUr die 
Erfindung auch nicht entscheidend, daB die Teilelektro- 45 
de 4 in den Durchbruchen 3 aus Goldpaste ist Die Funk- 
tionsweise des Dickschicht-Biosensors bleibt auch er- 
halten, wenn die Teilelektrode 4 aus unedleren Materia- 
lien durch andere Prozesse, z. B. galvanisches Abschei- 
den. nachtraglich mit Edelmetallen wie Gold oder Platin 50 
abgedeckt werden. 

Fig. 2 zeigt die Draufsicht auf den in Fig. 1 beschrie- 
benen Dickschicht-Biosensor. In diesem Fall besitzt der 
Dickschicht- Biosensor 4 Durchbruche 3, die sich alle auf 
der linken Seite des Sensors befinden, Wie bereits wei- 55 
ter oben erw^hnt wurde. ist die Anzahl der Durchbrti- 
che 3 von der Zahl der zu messenden lonen abhangig, 
d. h., je mehr lonen in einem Medium zu detektieren 
sind* um so mehr Durchbruche muB der Dickschicht- 
Biosensor aufweisen. Die Zaht der Elektroden ist also 60 
dem spezifischen MeBproblem anzupassen 

Auch ist die Verteilung der Durchbruche 3 oder die 
auBere Form des Dickschicht-Biosensors fur die Erfin- 
dung nicht von Bedeutung. Wesentlich ist u. a., daB die 
Durchbruche 3 in der obersten Schicht 2 des Dick- 65 
schicht- Biosensors 1 angebracht sind. 

In Fig. 3 wird eine Strom-Konzentrationskurve ge- 
zeigt, die mit Dickschicht-Biosensoren gemaB der vor- 
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liegenden Erfmdung aufgenommen wurde, wobei das 
Substrat Ethanol und die biologische Komponente Al- 
kohol-Dehydrogenase war. Auf der Abszisse ist die 
Konzentration in mM und auf der Ordinate der bei einer 
konstanten Spannung in mV-Bereich gemessene Strom 
in nA aufgetragea 

Die Kohlepaste war mit Alkohol-Dehydrogenase 
(Anteil ca. 5 Gew,-%) und dem Co-Faktor NAD (Anteil: 
ca. 10 Gcw.-%) modifiziert wordea Bei anderen Experi- 
menten wurde die Enzym- und Co-Faktormengc vari- 
iert Der Co-Faktor im Bereich zwischen 1 bis 12 
Gew.-% und das im Enzym im Bereich von 2 bis 5 
Gew.-% Die Co-Faktormenge beeinfluBt die Empfind- 
lichkeit des Sensors, d h., je mehr Co-Faktor desto grd- 
Ber die Strdme bei gleicher Substratkonzentration. Die 
Enzymmenge beeinfluBt die Stabilitat d. h. je mehr En- 
zym desto linger ist der Zeitraum, Uber den der Sensor 
benutzt werden kann. 

Die Fig. 4 zeigt eine ahnliche Kurve wie die in Fig. 3. 
nur ist hier das Substrat Glucose und das Enzym Gluco- 
se-Dehydrogenase. Die Kohlepaste war mit Giucose- 
Dehydrogenase von ca. 5 Gew.-% als Enzym und NAD 
von ca. 1 0 Gew.-% als Co-Faktor modifiziert worden. 

In Fig. 5 wird eine Strom-Konzentrationskurve mit 
Glucose als Substrat gezelgt Auf der Abszisse ist die 
Glucose in mMol/1 aufgetragen und auf der Ordinate ist 
der gemessene Strom in yA aufgetragen. Die Kohlepa- 
ste war mit TTF als Mediator und Glucose als Substrat 
und Glucoseoxidase immobilisiert Qber eine SchifFsche 
Base bei einem Potential von -l-220mV. Das Enzym 
Glucoseoxidase wurde kovalent an der Elektrode ge- 
bunden. 

Die MeBergebnisse der gezeigten Kurven zeigen die 
ausgezeichnete Arbeitsweise der erfrndungsgemafien 
Dickschicht-Biosensoren, die in Zusammenhang mit der 
amperometrischen MeBmethode eine befriedigende 
MeBgenauigkeit ergeben. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren far amperometrische MeBprinzipien 
mit Dickschicht-Biosensoren (1), bei denen die 
oberste Schicht (2) DurchbrQche (3) aufreiBt, in die 
einerseits jeweils eine Teilelektrode (4) und andc- 
rerseits jeweils eine biologische Komponente (5) 
eingebracht wird und auf der zweiten Schicht (6) 
die Teilelektroden und die damit verbundenen Lei- 
terbahnen (7) in Dickschicht-Technik aufgebracht 
werden und Edelmetalle enthalten. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB fOr die biologische Komponente (5) 
eine modifizierte Kohlepaste verwendet wird. 

3. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 und '2, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Kohlepaste ein 
Gemisch aus einem geeigneten Ol (z. B. ParaffinOl) 
und Graphitpulverist 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die mit der Kohlepa- 
ste aufgefOllten Durchbruche (3) als Arbeiiselek- 
trode verwendet werden. 

5. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet daB jeweils eine 
der Teilelektroden (4) als Referenz- und Hilfselek- 
trode verwendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 und 5, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die als Referenz- und Hilfselek- 
trode verwendeten DurchbrUche (3) nicht mit einer 
biologischen Komponente aufgefOllt werden. 
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7. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 
spriJche. dadurch gekennzeichnet, daB die ICohle- 
paste mit Enzymen und/oder Co-Faktoren und/ 
Oder Mediatoren vermischt wird 

8. Verfahren nach einem der vorangegangenen An- 5 
sprOche, dadurch gekennzeichnet, daB ais biologi- 
sche Komponente (5) Dehydrogenasen verwendet 
werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 und 2. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB fQr die Modifikation der Paste 10 
chemische Verbindungen verwendet werden, die 
das gebildete NADH chemisch oxidieren. selber 
dabei reduziert werden und bei erheblich niedrige- 
rem Potential wieder re-oxidicrt werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 und 9. dadurch ge- 15 
kennzeichnei, daB die chemische Verbindung bei- 
spielsweise NMP+TCNQ-(NMP-N-Methylphe- 
nazinium, TCNQ * Tetracyanochinodimethan) ist 

1 1. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Kohlepaste mit einem Me- 20 
diator und Oxidase (z. B. Glucoseoxidase) modifi- 
ziertwird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge* 
kennzeichnet, daB die Kohlepaste mit einem Me- 
diator vermischt wird und nachtraglich das Enzym 25 
mit einer bekannten Methode immobilisiert wird 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi eine mediatorhaltige Ldsung aufge- 
tropft, das Ldsungsmittel verdampft und das En- 
zym mit einer bekannten Methode immobilisiert 30 
wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB unterschiedliche Detektionsprinzi- 
pien miteinander kombiniert werden, z. B. Deh- 
ydrogenase, Oxidase mit und ohne Mediator. 35 

15. Amperometrischer Dickschicht-Biosensor zur 
Durchftihrung des nach Anspruch 1 beschriebenen 
Verfahrens. bestehend aus mehreren Schichten ei- 
nes geeigneten Keramikmaterials (2, 6) (z. B. "gru- 
ne** Keramik), wobei die oberste Schicht mehrere 40 
Durchbruche (3) aufweist, die jeweils eine Teilelek- 
trode (4) aufnehmen und die Cibcr den Teilclektro- 
denfiachen befindlichen Vertiefungen mit einer zur 
amperometrischen Messung geeigneten Paste (5) 
aufgefullt sind und einer zweiten Schicht (6), auf die 45 
in Dickschicht-Technik aufgebrachten Teilelektro- 
den (4) und die damit verbundenen Leiterbahnen 
(7)gedr0ckt sind und beide Edelmetalle enthalten. 

16. Amperometrischer Dickschicht-Biosensor, da- 
durch gekennzeichnet, daB sich alie fur amperome- 50 
trische Messungen bendtigten Elektroden auf ei- 
nem Substrat bermden. 

1 7. Amperometrischer Dickschicht-Biosensor nach 
Anspruch 15 und 16, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens 4 Elektroden auf einem Substrat ange- 55 
ordnet sind 

18. Amperometrischer Dickschicht-Biosensor nach 
Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet, daB in die 
tiber den Teilelektroden (4) befindlichen Durchbrti- 
chen (3) gleichzeitig auf einem Substrat verschiede- 60 
ne Enzyme eingebracht sind. 

19. Amperometrischer Dickschicht-Biosensor nach 
Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet, daB der Bio- 
sensor in Dickschicht-Technik gefertigt ist 

20. Amperometrischer Dickschicht-Biosensor nach 65 
Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die mo- 
difiziene Kohlepaste (S) in die Uber den Elektroden 
befindlichen Vertiefungen eingepreBt ist 
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21. Amperometrischer Dickschicht-Biosensor nach 
einem der vorangegangenen AnsprUche 15 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Referenzelektro- 
de zusitzlich zun^chst versilbert und anschlieBend 
chloriert wird. 
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